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ABSTRAKT
Tato pra´ce se zaby´va´ vy´vojem metody pro stanovova´nı´ dvoufotonovy´ch absorpcˇnı´ch parametru˚ a jejı´
na´slednou aplikacı´ na novy´ch la´tka´ch. V teoreticke´ cˇa´sti jsou popsa´ny deˇje dvoufotonove´ absorpce, nej-
pouzˇı´vaneˇjsˇı´ metody ke stanovova´nı´ dvoufotonovy´ch pru˚rˇezu˚, podporˇena´ resˇersˇı´ v oblasti dosud zkou-
many´ch molekul. Molekuly, ktery´mi se tato pra´ce zaby´va´ jsou Rhodamin B a Rhodamin 6G, ktere´ jsou
pouzˇity jako standardy pro vytvorˇenı´ metodiky meˇrˇenı´ a oveˇrˇenı´ vyvinute´ metody. Da´le jsou zkouma´ny
cˇtyrˇi deriva´ty Diketopyrrolopyrrolu˚ (U24, U37, U49 a U50) v roztocı´ch DMSO, toluenu, acetonu a chlo-
roformu. Pro vsˇechny la´tky byly experimenta´lneˇ zjisˇteˇny za´kladnı´ opticke´ vlastnosti - absorpcˇnı´ a emisnı´
spektra. Dvoufotonove´ absorpcˇnı´ charakteristiky se podarˇilo zı´skat pomocı´ pikosekundove´ho laseru a me-
tody meˇrˇenı´ dvoufotonoveˇ excitovane´ fluorescence (TPEF).
Srovna´nı´m zjisˇteˇny´ch TPA pru˚rˇezu˚ a TPA spekter Rhodaminu B a Rhodaminu 6G s publikovany´mi
daty se podarˇilo oveˇrˇit vytvorˇenou metodiku. Da´le se pra´ce zameˇrˇuje na absorpcˇnı´ a emisnı´ solvatacˇnı´
deˇje vybrany´ch novy´ch Diketopyrrolopyrrolu˚, z ktery´ch lze usuzovat jejich dvoufotonove´ vlastnosti.
Nakonec jsou v pra´ci diskutova´na TPA spektra teˇchto novy´ch chromoforu˚.
Vy´sledkem pra´ce je vyvinuta´ metoda meˇrˇenı´ dvoufotonovy´ch vlastnostı´ prˇipravena´ pro budoucı´ vyuzˇitı´.
Dosazˇene´ vy´sledky umozˇnˇujı´ dalsˇı´ rozsa´hlejsˇı´ zkouma´nı´ molekul za pouzˇitı´ nameˇrˇeny´ch standardu˚ Rho-
daminu B a 6G a nava´za´nı´ na pru˚zkum vlastnostı´ Diketopyrrolopyrrolu˚.
ABSTRACT
This work deals with a development of a method for determination of two-photon parametres and its ap-
plication. The theoretical part includes a description of two-photon absorption processes, most frequently
used methods to determine two-photon cross sections and a summary of molecules researched to date
in the field. The molecules studied in this work are Rhodamin B and Rhodamin 6G in ethanol, which
are applied as standards for the implementation of the method. After that, Diketopyrrolopyrroles U24,
U37, U49 and U50 dissolved in DMSO, toluene, acetone and chloroform, are researched. Basic optical
characteristics - absoption and emission spectra were experimentally acquired for all the materials. Two-
photon characteristics were obtained using a picosecond laser and a Two-Photon Excited Fluorescence
(TPEF) method.
TPA cross-sections and TPA spectra of Rhodamin B and Rhodamin 6G were measured and discus-
sed. Subsequently, this work focuses on absorption and emission solvatation processes of the selected
Diketopyrrolopyrroles. These processes indicate their two-photon efficiency. Finally, TPA spectra of the
substances are discussed.
Contribution of this work is a developed method for measuring the two-photon characteristics suitable
for further use. The outcomes achived, enable extensive research of the Diketopyrrolopyrrols characte-
ristics with the use of the measured standards of the Rhodamin B and Rhodamin 6G.
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1 U´vod
Dvoufotonovou absorpci (TPA) poprve´ teoreticky prˇedpoveˇdeˇla Marie Goe¨pert-Mayer v roce 1931.
Tento prˇedpoklad byl o pa´r desı´tek let pozdeˇji potvrzen dı´ky vy´voji laserovy´ch zdroju˚ za´rˇenı´, ktere´ jsou
pro TPA vhodne´. Jizˇ od sve´ho objevenı´ se TPA stala oblı´beny´m na´strojem ve fotochemicky´ch veˇda´ch
k zjisˇteˇnı´ excitacˇnı´ch energiı´ stavu˚ se zaka´zany´mi prˇechody [1].
V 90.letech si TPA zı´skala pozornost dı´ky vyuzˇitı´ ve dvoufotonove´ excitacˇnı´ mikroskopii. Od te´ doby
vy´znam te´to techniky v biologicky´ch a medicı´nsky´ch laboratorˇı´ch narostl a nynı´ jsou dvoufotonove´ ex-
citacˇnı´ mikroskopy jizˇ komercˇneˇ dostupne´. Vysoke´ prostorove´ rozlisˇenı´ a hlubsˇı´ pronika´nı´ za´rˇenı´ do
meˇky´ch tka´nı´ umozˇnˇuje zobrazenı´ buneˇk v hlubsˇı´ch vrstva´ch mozku, ku˚zˇe, slinivky brˇisˇnı´ a jiny´ch
orga´nu˚ [2].
Oblasti vyuzˇitı´ TPA se rozsˇı´rˇily s meˇrˇenı´m dvoufotonovy´ch absorpcˇnı´ch spekter pro velke´ mnozˇstvı´
konjugovany´ch molekul a vyuzˇı´va´nı´m TPA jako prostrˇedku k aktivova´nı´ chemicky´ch a fyzika´lnı´ch pro-
cesu˚. Prˇı´kladem takove´ho procesu je dvoufotonova´ polymerace, ktera´ se stala velmi atraktivnı´ metodou
pro vy´robu 3D mikro- a nano- struktur [3]. Dalsˇı´ mozˇne´ aplikace TPA jsou naprˇ. fotodynamicka´ terapie,
pouzˇı´vana´ k le´cˇenı´ kozˇnı´ch posˇkozenı´, a tvorba 3D opticky´ch pameˇtı´ [4][5].
Modernı´ metody zalozˇene´ na multifotonove´ absorpci vyuzˇı´vajı´ femtosekundove´ lasery, avsˇak prak-
ticke´ aplikace vyzˇadujı´ pouzˇı´va´nı´ levneˇjsˇı´ch laserovy´ch zdroju˚ za´rˇenı´. Teˇmi jsou veˇtsˇinou diodove´ la-
sery emitujı´cı´ za´rˇenı´ okolo vlnove´ de´lky 800 nm. Pouzˇitı´ teˇchto laserovy´ch zdroju˚ vyzˇaduje vy´voj la´tek
s velmi vysokou pravdeˇpodobnostı´, zˇe dojde k dvoufotonove´ absorpci (vysoky´ TPA pru˚rˇez). La´tky
pouzˇı´vane´ v teˇchto technika´ch jsou cˇasto strukturneˇ navrzˇeny k jednofotonovy´m procesu˚m a poskytujı´
nı´zkou dvoufotonovou odezvu. Sta´le existuje popta´vka po novy´ch la´tka´ch, ktere´ by mohly plnit funkci
dvoufotonovy´ch fluorescencˇnı´ch molekulovy´ch barviv.
Tato pra´ce se zaby´va´ zjisˇt’ova´nı´m dvoufotonovy´ch vlastnostı´ skupiny Diketopyrrolopyrrolu˚, ktere´
majı´ znacˇny´ potencia´l vykazovat vysokou TPA odezvu. Budeme u nich hledat korelaci mezi struktu-
rou a vy´sledny´mi TPA vlastnostmi. Tyto souvislosti jsou nezbytne´ pro na´vrh a synte´zu u´cˇinny´ch TPA
barviv, ktere´ naleznou uplatneˇnı´ ve zminˇovany´ch aplikacı´ch. [1].
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2 Teoreticka´ cˇa´st
2.1 Dvoufotonova´ absorpce
Dvoufotonova´ absorpce je proces, prˇi ktere´m molekula nebo materia´l soucˇasneˇ absorbuje dva fotony.
Tyto fotony majı´ dohromady stejnou energii, ktera´ je potrˇebna´ k dosazˇenı´ excitovane´ho stavu v dane´m
materia´lu pomocı´ jednofotonove´ absorpce (OPA). To znamena´, zˇe kazˇdy´ jeden foton ma´ prˇiblizˇneˇ po-
lovicˇnı´ energii (dvojna´sobnou vlnovou de´lku).
Obra´zek 1: Energeticky´ diagram zobrazujı´cı´ proces OPA a TPA. De´lky sˇipek jsou u´meˇrne´ energiı´m fotonu˚.
Tecˇkovane´ sˇipky prˇedstavujı´ mozˇne´ cesty deexcitace [6].
Toto je sche´maticky zna´zorneˇno na Obra´zku 1, kde z je za´kladnı´ energeticka´ hladina molekuly a e je
nejnizˇsˇı´ excitovany´ stav molekuly. Prˇerusˇovane´ cˇa´ry prˇedstavujı´ vibracˇnı´ hladiny elektronovy´ch stavu˚.
Za prˇedpokladu, zˇe je prˇechod dovolen vy´beˇrovy´mi pravidly procesu, mu˚zˇe by´t molekula excitova´na do
stavu e absorpcı´ jednoho fotonu, ktery´ ma´ stejnou energii jako je energicky´ rozdı´l mezi hladinami z a e
(tlusta´ sˇipka na obra´zku). Stejne´ho stavu mu˚zˇe by´t dosazˇeno i absorpcı´ dvou identicky´ch fotonu˚ s po-
lovicˇnı´ energiı´. Po OPA nebo TPA molekula obvykle podstupuje rychlou (v rˇa´du ps) vnitrˇnı´ konverzi do
energeticke´ hladiny e (excitaci). Z te´to hladiny syste´m mu˚zˇe zrelaxovat zpeˇt do hladiny za´kladnı´ (v rˇa´du
ns) a to za´rˇiveˇ cˇi neza´rˇiveˇ (tecˇkovane´ sˇipky) nebo prˇes jine´ procesy [6].
Pravdeˇpodobnost absorpce fotonu molekulou je u´meˇrna´ intenziteˇ excitacˇnı´ho za´rˇenı´. Za´vislost mezi
pocˇtem excitovany´ch molekul a intenzitou excitacˇnı´ho za´rˇenı´ u OPA vyjadrˇuje vztah:
n1 = σNg
I
hv
, (1)
kde n1 je pocˇet molekul excitovany´ch OPA v jednotce objemu materia´lu za jednotku cˇasu, σ je ab-
sorpcˇnı´ pru˚rˇez,Ng je hustota molekul v za´kladnı´m energeticke´m stavu z, I je intenzita excitacˇnı´ho zdroje
a hv je energie fotonu.
Pravdeˇpodobnost soucˇasne´ absorpce dvou fotonu˚ je u´meˇrna´ cˇtverci intenzity excitacˇnı´ho za´rˇenı´ dle
vztahu:
n2 =
1
2
δNg
(
I
hv
)2
, (2)
kde n2 je pocˇet molekul excitovany´ch TPA v jednotce objemu za jednotku cˇasu, δ je TPA absorpcˇnı´
pru˚rˇez pro foton s energiı´ hv. Prefaktor 12 vyjadrˇuje, zˇe jsou potrˇeba dva fotony k excitaci jedne´ mole-
kuly. Z toho vyply´va´, zˇe k excitaci docha´zı´ pouze v mı´stech s velkou hustotou toku fotonu˚ (naprˇ. v mı´steˇ
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zacı´lenı´ laserove´ho paprsku) a nedocha´zı´ k nı´ v ostatnı´ch oza´rˇeny´ch mı´stech, na rozdı´l od OPA, kde
k excitaci docha´zı´ v cele´m oza´rˇene´m objemu. Dı´ky tomu poskytuje TPA mechanismus, ktery´m mohou
by´t aktivova´ny chemicke´ nebo fyzika´lnı´ procesy s vysoky´m prostorovy´m rozlisˇenı´m. Tento fakt vycha´zı´
ze skutecˇnosti, zˇe excitace se snizˇuje s cˇtvercem vzda´lenosti od mı´sta zacı´lenı´ paprsku [6][7]. Takto
vysoky´ch hustot fotonu˚ se dosahuje bud’ kolimacˇnı´mi cˇocˇkami nebo lasery. Je potrˇeba alesponˇ 1028 fo-
tonu˚/cm2 k dosazˇenı´ excitovane´ho stavu [1].
Mezi dalsˇı´ vy´hody, vycha´zejı´cı´ z te´to vlastnosti TPA, je omezenı´ fotovybeˇlenı´, ktere´ se dı´ky tomu pro-
jevuje pouze v male´m lokalizovane´m objemu. Da´le u technik, vyuzˇı´vajı´cı´ch pozorova´nı´ fluorescence po
aktivaci TPA, nedocha´zı´ k rozmy´va´nı´ pozorovane´ho obrazu fluorescencı´ mimo ohniskovou rovinu. U mi-
kroskopie dı´ky tomu docha´zı´ k zostrˇenı´ pozorovane´ho objemu a nenı´ nutne´ pouzˇı´vat prostorovou filtraci
fluorescencˇnı´ho obrazu. Pro TPA v barvivech, ktera´ jsou prˇi OPA excitova´na UV za´rˇenı´m, postacˇuje in-
fracˇervene´ (IR) za´rˇenı´ (typicky 800 nm). Vy´hoda vyuzˇitı´ IR za´rˇenı´ spocˇı´va´ v hlubsˇı´m pronika´nı´ za´rˇenı´
do biologicky´ch me´diı´, jelikozˇ spada´ do oblasti vlnovy´ch de´lek, kde majı´ tato me´dia nı´zkou absorpci.
Navı´c IR za´rˇenı´ posˇkozuje tka´neˇ me´neˇ nezˇ vı´ce energeticke´ UV za´rˇenı´. Delsˇı´ vlnove´ de´lky jsou take´
mnohem me´neˇ rozptylova´ny prˇi pru˚chodu vzorkem nezˇ sveˇtlo v modre´ cˇa´sti spektra. Jelikozˇ vy´beˇrova´
pravidla nejsou stejna´ pro jeden a dva fotony, mu˚zˇe by´t TPA pouzˇita k zkouma´nı´ excitovany´ch stavu˚,
ktery´ch nemu˚zˇe by´t dosazˇeno jednofotonovou absorpcı´ [8][9].
K stanovenı´ u´cˇinnosti TPA v dane´m materia´lu pro danou vlnovou de´lku slouzˇı´ dvoufotonovy´ absorpcˇnı´
pru˚rˇez (TPA pru˚rˇez). Odvozuje se z Lambert-Beerova za´kona. Lambert-Beeru˚v za´kon pro jednofotono-
vou absorpci ve tvaru:
I(x) = Ioe
−αcx, (3)
se pro dvoufotonovou absorpci meˇnı´ na:
I(x) =
I0
1 + βcxI0
. (4)
Absorpcˇnı´ koeficient α se sta´va´ dvoufotonovy´m koeficientem β - TPA pru˚rˇezem. V praxi se cˇasto
znacˇı´ pı´smenem δ a je obvykle uva´deˇn v jednotka´ch Goepper-Mayer (GM). 1 GM odpovı´da´ 10−50cm4 ·
s · foton−1.
2.2 Metody meˇrˇenı´ TPA pru˚rˇezu˚ a spekter
Existujı´ dveˇ hlavnı´ techniky meˇrˇenı´ TPA pru˚rˇezu˚ molekul. Prvnı´ je zna´ma´ jako z-Scan a druhou je meˇrˇenı´
fluorescencˇnı´ho signa´lu generovane´ho prˇi TPA zvana´ TPEF (two-photon excited fluorescence). Existujı´
i dalsˇı´ metody, ktere´ vsˇak nejsou prˇı´lisˇ rozsˇı´rˇene´.
2.2.1 Metoda z-Scan
Provedenı´ te´to metody zahrnuje pohybova´nı´ vzorkem po dra´ze laserove´ho paprsku, meˇrˇenı´ intenzity
jeho za´rˇenı´ detektorem a vynesenı´ za´vislosti meˇrˇene´ intenzity na pozici vzorku pode´l osy z. Usporˇa´da´nı´
experimentu lze videˇt na Obra´zku 2.
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Obra´zek 2: Usporˇa´da´nı´ experimentu prˇi pouzˇitı´ metody z-Scan [10].
Pouzˇı´vajı´ se dveˇ rozevrˇenı´ sˇteˇrbiny, a to bud’ uzavrˇena´ nebo otevrˇena´ sˇteˇrbina. V prˇı´padeˇ uzavrˇenı´ je
sˇteˇrbina umı´steˇna tak, aby bra´nila pru˚chodu cˇa´sti za´rˇenı´. Cˇocˇka soustrˇed’uje laser do bodu, za ktery´m
se paprsek opeˇt prˇirozeneˇ rozbı´ha´. V te´to oblasti za ohniskem je umı´steˇna sˇteˇrbina, kterou procha´zı´
pouze centra´lnı´ cˇa´st paprsku (obvykla´ transmitance T = 0, 1–0, 5). Za sˇteˇrbinou se nacha´zı´ detektor.
Nevy´hodou pouzˇitı´ metody s uzavrˇenou sˇteˇrbinou je citlivost na jaky´koliv ohyb laserove´ho paprsku,
ktery´ mu˚zˇe by´t zpu˚soben vzorkem. To by meˇlo za na´sledek, zˇe by cˇa´st za´rˇenı´, ktere´ by meˇlo dopadnout
na detektor, neprosˇla sˇteˇrbinou - a nebo naopak, na detektor by dopadalo vı´ce za´rˇenı´, nezˇ by meˇlo.
Druhou mozˇnostı´ je sbeˇr a detekce vesˇkere´ho za´rˇenı´ prosˇle´ho vzorkem, cˇehozˇ se dosa´hne odstraneˇnı´m
nebo rozsˇı´rˇenı´m sˇteˇrbiny. V tom prˇı´padeˇ je vy´stup pouze odrazem intenzity za´rˇenı´ a mu˚zˇe by´t pouzˇit
k meˇrˇenı´ TPA pru˚rˇezu˚. U te´to verze je nevy´hodou, zˇe stanovene´ hodnoty TPA pru˚rˇezu˚ mohou by´t
ovlivneˇny dalsˇı´mi dveˇma efekty, ktere´ vedou k navysˇova´nı´ meˇrˇeny´ch hodnot [10][11].
Kdyzˇ je sˇteˇrbina detektoru nedostatecˇneˇ sˇiroka´ nebo prˇı´lisˇ daleko od vzorku, mu˚zˇe se za´rˇenı´ ztratit
vlastnı´m rozostrˇova´nı´m nebo nelinea´rnı´m rozptylem. Du˚sledkem je prˇı´speˇvek navı´c k absorpci. Druhy´m
efektem je absorpce jizˇ excitovany´ch molekul. Tomuto prˇı´speˇvku lze zabra´nit pouzˇitı´m vlnove´ de´lky,
kde je zanedbatelna´ OPA, aplikacı´ kra´tky´ch laserovy´ch pulzu˚ (< 1 ps) a nı´zke´ tempo jejich opakova´nı´.
K dosazˇenı´ deexcitace mezi jednotlivy´mi pulzy mu˚zˇe by´t potrˇebna´ frekvence nizˇsˇı´ nezˇ 1 kHz [11].
2.2.2 Metoda meˇrˇenı´ dvoufotonove´ fluorescence (TPEF)
Tato metoda poskytuje prˇı´mou informaci o u´cˇinnosti TPA. Jejı´ pouzˇitı´ poprve´ publikovali pa´nove´ Xu
a Webb [12]. Od te´ doby bylo vyvinuto neˇkolik jejı´ch variant. Pokud je dostupny´ vhodny´ referencˇnı´
standard se zna´my´m TPA spektrem (TPA pru˚rˇezy pro vı´ce vlnovy´ch de´lek), je nejjednodusˇsˇı´ prˇı´stup po-
rovna´nı´ spektra vzorku a spektra reference. Meˇrˇenı´ je vsˇak nutno prove´st s vybavenı´m shodny´ch vlast-
nostı´ za vyuzˇitı´ stejne´ metody.
Tato referencˇnı´ metoda automaticky odstranı´ mnoho promeˇnny´ch. Nenı´ nezbytne´ zna´t parametry ex-
citacˇnı´ho za´rˇenı´ jako jsou energie pulzu, trva´nı´ pulzu a rozlozˇenı´ intenzity v cˇase, ani za´vislost funkce
detektoru na vlnove´ de´lce. Tuto techniku optimalizovali Rebane, Drobizhev a jejich kolegove´ [13].
Neda´vno take´ publikovali prˇesne´ reference TPA spekter pro sˇiroky´ rozsah komercˇneˇ dostupny´ch bar-
viv [14].
TPEF experimenty vyzˇadujı´ pulznı´ laser typicky okolo 100 fs, i kdyzˇ, oproti z-Scan metodeˇ, prˇesnost
TPA pru˚rˇezu˚ nenı´ prˇı´lisˇ za´visla´ na sˇı´rˇce pulzu [15]. Stejneˇ jako prˇi veˇtsˇineˇ fluorescencˇnı´ch meˇrˇenı´ je
potrˇebny´ zrˇedeˇny´ roztok (s absorpcı´ okolo 0,1), tudı´zˇ stacˇı´ male´ mnozˇstvı´ materia´lu. Pro tuto metodu
platı´ dveˇ omezenı´. Nesmı´ by´t aplikovana´ v cˇa´stech spektra s OPA absorpcı´ a vzorek musı´ by´t foto-
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luminiscencˇnı´. Prvnı´ z teˇchto omezenı´ platı´ obecneˇ pro vsˇechny techniky meˇrˇenı´ TPA pru˚rˇezu˚. Druhe´
omezenı´ mu˚zˇe by´t v neˇktery´ch prˇı´padech prˇekona´no sekunda´rnı´mi fotochemicky´mi procesy [7].
V praxi se TPA pru˚rˇezy stanovene´ metodou z-Scan cˇasto zdajı´ by´t prˇehnane´ v porovna´nı´ s hodnotami
stanoveny´mi metodou TPEF [16].
2.3 La´tky s vysoky´mi TPA pru˚rˇezy
Pro TPA se vyuzˇı´vajı´ prˇedevsˇı´m male´ molekuly, jejichzˇ vsˇestrannost je vy´hodna´ pro studium biolo-
gicky´ch syste´mu˚. Mohou by´t jednodusˇe integrova´ny do buneˇk a detekovat dane´ cı´le. Navı´c vazebna´ afi-
nita, kinetika, excitacˇnı´ a emisnı´ vlnove´ de´lky a lokalizace do specificke´ organely, mohou by´t jednodusˇe
vyladeˇny pouzˇitı´m zna´my´ch postupu˚ na´vrhu struktury molekul.
La´tky pro TPA jsou ru˚znorode´. Veˇtsˇina z nich je odnozˇı´ beˇzˇny´ch fluoroforu˚ jako je Fluorescein a Ku-
marin, nebo spada´ do skupin fluoroforu˚ typu BODIPY nebo Rhodaminy, ktere´ jsou uzˇitecˇne´ pro jedno-
fotonovou mikroskopii (OPM). Tyto la´tky vsˇak nejsou optimalizova´ny pro dvoufotonovou mikroskopii
(TPM) - majı´ nı´zke´ TPA pru˚rˇezy, ktere´ jsou limitujı´cı´ pro jejich pouzˇitı´.
Pro integraci teˇchto la´tek do buneˇk a tka´nı´ je vy´hodne´, aby byly rozpustne´ ve vodeˇ. Da´le by meˇly
selektivneˇ detekovat pouze urcˇitou la´tku. Aby byla selektivita mozˇna´, TPA pru˚rˇez by meˇl by´t veˇtsˇı´ nezˇ
50 GM, aby byl signa´l, naprˇ. pouze z organely, detekovatelny´ [17]. Dosazˇenı´ teˇchto TPA pru˚rˇezu˚ se
prova´dı´ pomocı´ prodlouzˇenı´ intramolekula´rnı´ konjugace a posı´lenı´m donor-akceptorove´ interakce. Roz-
pustnost ve vodeˇ mu˚zˇe by´t navy´sˇena redukova´nı´m velikosti molekuly a zavedenı´m ve vodeˇ rozpustny´ch
skupin.
Existuje mnoho zpu˚sobu˚, jak deˇlit dvoufotonove´ materia´ly. Kim a spol. se zaby´vali la´tkami, ktere´ lze
vyuzˇı´t jako dvoufotonove´ sondy v TPM [17]. Rozdeˇlili je podle cı´love´ho zameˇrˇenı´ v teˇle na: (i) dvou-
fotonove´ sondy pro lysozomy a mitochondrie, (ii) sondy pro plazmaticke´ membra´ny a (iii) sondy pro
kovove´ ionty, ktere´ da´le rozvedli.
He a jeho kolegove´ [18] tyto la´tky rozdeˇlili na za´kladeˇ jejich slozˇenı´ na (i) organicke´ molekuly, (ii)
organicke´ kapaliny a kapalne´ krystaly, (iii) konjugovane´ polymery, (iv) fullereny, (v) koordinacˇnı´ a or-
ganokovove´ sloucˇeniny, (vi) porfyriny a metaloporfyriny, (vii) nanocˇa´stice a nakonec (viii) biomolekuly
a jejich deriva´ty.
Pro potrˇeby te´to pra´ce bylo zvoleno deˇlenı´ vycha´zejı´cı´ z dalsˇı´ pra´ce Kima a spol. [19]. Jejich rozdeˇlenı´
na za´kladneˇ stavby molekul, bylo vybra´no pro jeho uzˇsˇı´ zameˇrˇenı´ na male´ organicke´ molekuly, ktery´mi
se ta´to pra´ce zaby´va´. Dalsˇı´m z du˚vodu˚ bylo, zˇe nepojedna´va´ pouze o la´tka´ch pro TPM, ale i pro jine´
aplikace. Hodnoty TPA pru˚rˇezu˚, jenzˇ Kim a spol. shrnujı´, byly nameˇrˇeny metodou z-Scan.
2.3.1 Dipola´rnı´ molekuly
Jedna´ se o molekuly typu donor-pi-akceptor (D–pi–A). Nejslibneˇjsˇı´mi mezi publikovany´mi molekulami,
pro aplikaci v zobrazovacı´ch metoda´ch, se zdajı´ by´t benzopyranove´ deriva´ty (Obra´zek 3). Jejich TPA
pru˚rˇezy jsou δa = 140 GM, δb = 270 GM, δc = 350 GM. Tyto la´tky vykazujı´ dostatecˇnou rozpustnost
ve vodeˇ, vysokou fotostabilitu (t1/2 = 2100 s) a po zavedenı´ do buneˇk a dvoufotonove´ absorpci vykazujı´
silnou fluorescenci. Zdokonalenı´ jejich vlastnostı´ se dosahuje pouzˇitı´m silneˇjsˇı´ho elektronove´ho donoru.
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Obra´zek 3: Neˇktere´ dipola´rnı´ benzopyranove´ deriva´ty
2.3.2 Kvadrupola´rnı´ molekuly
Nejfrekventovaneˇjsˇı´ strukturnı´ motivy materia´lu˚ pro TPA jsou D–pi–D, D–A–D a A–pi–A kvadrupo´ly
obsahujı´cı´ fenyl, bifenyl, dihydrofenantrenyl a anthracenyl jako ja´dro a C=C vazby jako mu˚stky konju-
gace.
Deriva´ty Stilbenu U teˇchto deriva´tu˚ se hodnoty TPA pru˚rˇezu˚, prˇi prodluzˇova´nı´ konjugace vinyle-
novy´mi skupinami, zvysˇujı´ azˇ do δ = 1300 GM pro la´tku obsahujı´cı´ 5 vinylenovy´ch skupin (Obra´zek
4a). Kdyzˇ se konjugace prodluzˇuje styrylovou skupinou, hodnoty δ se znacˇneˇ navysˇujı´. To indikuje,
zˇe styrylova´ skupina je v dvoufotonovy´ch materia´lech kvalitneˇjsˇı´ konjugacˇnı´ mu˚stek nezˇ vinylenova´
skupina (viz Obra´zek 4b). Methoxy skupina v za´kladnı´ strukturˇe δ snizˇuje, CN skupina hodnoty znacˇneˇ
zvysˇuje. Kdyzˇ byl donor zmeˇneˇn z NBu2 na NPh2 dosˇlo ke snı´zˇenı´ δ. Nejvysˇsˇı´ hodnoty se dosa´hlo u la´tky
na Obra´zku 5. Dı´ky intramolekula´rnı´mu prˇenosu na´boje prˇes znacˇnou de´lku molekuly je δ = 5300 GM
[19].
Deriva´ty Fluorenu, Dihydrofenantrenu a Antracenu Fluorenove´ a dihydrofenantrenove´ deriva´ty
jsou uplatnˇova´ny jako za´klad dvoufotonovy´ch struktur dı´ky mozˇnosti prodlouzˇenı´ konjugace bez narusˇenı´
jejich planarity. Dvoufotonova´ absorpce fluorenovy´ch deriva´tu˚ je citliva´ na zmeˇny rozpousˇteˇdla a pH. Na
Obra´zku 6 je struktura fluorenu jehozˇ δ = 3760 GM.
U deriva´tu˚ antracenu se hodnoty δ snizˇujı´ po nava´za´nı´ fenylovy´ch substituentu˚. Po nava´za´nı´ 9,10-
CN skupin se naopak znacˇneˇ zvysˇujı´. Prˇipojenı´m fenylu a za´rovenˇ CN skupin se hodnoty zvy´sˇı´ azˇ na
hodnotu δ = 5530 GM (Obra´zek 7). Vy´hodou antracenovy´ch deriva´tu˚ je, zˇe vykazujı´ vysoke´ TPA
pru˚rˇezy v sˇiroke´m rozsahu vlnovy´ch de´lek.
Diketopyrrolopyrroly Diketopyrrolopyrroly (DPP) jsou jedna z nejpozdeˇji objeveny´ch organicky´ch
skupin. Dı´ky sve´ relativneˇ jednoduche´ synte´ze, vysoke´ termo- a foto- stabiliteˇ a nerozpustnosti ve veˇtsˇineˇ
rozpousˇteˇdel, se DPP zacˇlenily do mnoha pru˚myslovy´ch aplikacı´. Jejich deriva´ty se vyuzˇı´vajı´ jako bar-
viva pro laky, plasty, nebo jako slozˇka polovodicˇovy´ch zarˇı´zenı´, sola´rnı´ch cˇla´nku˚ a organicky´ch diod
emitujı´cı´ch za´rˇenı´. Jsou typicke´ svou jasneˇ cˇervenou barvou. Viz absorpcˇnı´ spektra na Obra´zku 8 [20].
Neda´vno na sebe tato barviva upoutala pozornost pro sve´ aplikace jako dvoufotonova´ barviva pro
dvoufotonovou mikroskopii. Teˇmito la´tkami se zaby´va´ i tato pra´ce, a proto jim bude veˇnova´na veˇtsˇı´
pozornost.
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(a) Deriva´t stilbenu obsahujı´cı´ 5 vinylenovy´ch
skupin
(b) Deriva´t stilbenu se styrylovou skupinou
Obra´zek 4: Deriva´ty stilbenu
Obra´zek 5: Deriva´t stilbenu s vysoky´m TPA pru˚rˇezem
Obra´zek 6: Deriva´t fluorenu
Obra´zek 7: 9,10-CN Deriva´t anthracenu s nava´zany´mi fenylovy´mi skupinami
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Obra´zek 8: Absorpcˇnı´ spektra DPPs v pevne´ fa´zi (tecˇkovane´ spektrum) a v roztoku DMSO (neprˇerusˇovane´ spek-
trum) [20]
Deriva´ty thiofenu a squarainu Hodnoty δ pro tyto la´tky jsou pro λ < 700 nm porovnatelne´ nebo
veˇtsˇı´ nezˇ u stilbenovy´ch deriva´tu˚ obsahujı´cı´ch styrylovou konjugaci. D-A-D squarainova´ barviva jsou
neju´cˇinneˇjsˇı´mi dvoufotonovy´mi heterocyklicky´mi fluorofory.
Molekula na Obra´zku 9 vykazuje δ = 33000 GM. Tato neobvykle vysoka´ hodnota je prˇisuzova´na
vysoke´mu dipo´love´mu momentu. Zmeˇnou na strukturu A–D–A nebo A–D–D–A se TPA pru˚rˇezy snı´zˇı´
[19].
Obra´zek 9: Deriva´t Squarainu
2.3.3 Oktupola´rnı´ molekuly
Prvnı´ se´rii oktupola´rnı´ch molekul, ktere´ vykazovaly znacˇne´ TPA pru˚rˇezy nameˇrˇili B.R.Cho a kolegove´
[21]. U la´tky na Obra´zku 10a vlevo s nava´zany´mi NMe2 skupinami nameˇrˇili δ = 197 GM. U na´sledujı´cı´
la´tky prodlouzˇili konjugaci styrylovou skupinou a s nava´zany´mi NEt2 substituenty zı´skali δ = 1390 GM.
Pote´ tuto hodnotu navy´sˇili zmeˇnou skupiny z NEt2 na NPh2, kde δ = 2480 GM.
Dalsˇı´ prodluzˇova´nı´ konjugace na n = 2 k navy´sˇenı´ hodnot nevedlo – pravdeˇpodobneˇ kvu˚li zborcenı´
struktury. Pro la´tku na Obra´zku 10b se u´cˇinnost prˇiblı´zˇila azˇ k vysoky´m hodnota´m deriva´tu˚ squarainu˚.
K obdrzˇenı´ vysˇsˇı´ch TPA pru˚rˇezu˚ tedy vedlo zavedenı´ elektron-akceptornı´ch skupin.
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(a) (b)
Obra´zek 10: Oktupola´rnı´ molekuly
2.3.4 Diketopyrrolopyrroly
Za´klad struktury DPP 2,5-dihydropyrrolo[4,3- c]pyrrolo-1,4-dion lze videˇt na Obra´zku 11. Π-konjugovany´
prakticky rovinny´ bicyklicky´ dilaktam obsahuje ve strukturˇe elektronove´ donory (N−H) a elektronove´
akceptory (C=O) [22] [23].
Obra´zek 11: Za´kladnı´ struktura Diketopyrrolopyrrolu
Ja´dro DPP je beˇzˇneˇ substituovane´ v pozici 3 a 6 fenylem (DPP(Ph)2) nebo thienylem (DPP(Th)2). Oba
substituenty zvysˇujı´ pi-delokalizaci a vytva´rˇejı´ silne´ pi−pi interakce s ja´drem DPP. Po prˇipojenı´ pola´rnı´ch
substituntu˚ na fenyl, cˇi thienyl, viz pozice X a Y na Obra´zku 12a, na tyto dva deriva´ty se zı´skajı´ la´tky
pouzˇı´vane´ jako aktivnı´ cˇa´sti v organicky´ch elektronicky´ch zarˇı´zenı´ch. Elektronove´ donory i akceptory
v para-pozici fenylove´ skupiny vedou k bathochromnı´m posunu˚m emisnı´ch i absorpcˇnı´ch spekter.
Jednoducha´ alkylace dusı´kovy´ch atomu˚ (Obra´zek 12b) vede ke znacˇny´m zmeˇna´m vlastnostı´ zı´skane´
sloucˇeniny. N-substituovane´ DPP vykazujı´ vysokou rozpustnost, jejı´zˇ prˇı´cˇinou je nemozˇnost N-substituo-
vany´ch DPP deriva´tu˚ formovat vodı´kove´ mu˚stky. Rozdı´l je znacˇny´. I maly´ substituent, jako je methyl,
znacˇneˇ zvy´sˇı´ rozpustnost. Mimo zmeˇnu rozpustnosti zpu˚sobuje N-substituce DPP i znacˇne´ zmeˇny op-
ticky´ch vlastnostı´ a to ze dvou prˇı´cˇin.
Prvnı´ prˇı´cˇinou je, zˇe nove´ substituenty majı´ skoro vzˇdy vliv na elektronovou hustotu dusı´kovy´ch
atomu˚, ktere´ jsou hlavnı´ soucˇa´stı´ chromoforu DPP. Druhou prˇı´cˇinou je zvy´sˇenı´ ste´ricke´ho efektu na aro-
maticky´ch substituentech v 3. a 6. pozici DPP, ktere´ mu˚zˇe ve´st k jejich rotaci mimo rovinu chromoforu.
Π-konjugace mezi cˇa´stmi molekuly jsou tı´m oslabeny. Takto vznikle´ u´hly, mezi strˇedem DPP a arylovy´mi
skupinami v N-alkylovane´m DPP, mohou by´t redukova´ny, kdyzˇ fenylove´ skupiny na pozicı´ch 3 a 6 jsou
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(a) 3,6-substituovany´ difenyl DPP (b) N-alkyl substituovany´ DPP deriva´t
Obra´zek 12: Mozˇne´ substituce DPP
nahrazeny mensˇı´mi arylovy´mi substituenty (furan, thiofen). Tyto deriva´ty jsou aplikova´ny v oblastech
jako naprˇ. molekula´rnı´ elektronika, fotovoltaika, elektroluminiscence [22][24].
Pola´rnı´mi substituenty modifikovane´ DPP, dı´ky elektron-donorovy´m aromaticky´m substituentu˚m a kva-
drupola´rnı´ strukturˇe, vykazujı´ pomeˇrneˇ silnou TPA. Prvnı´ meˇrˇenı´ DPP deriva´tu˚ provedl Yang a spol. [25].
Pouzˇili DPP1(Obra´zek 13a) jako pocˇa´tecˇnı´ materia´l a z neˇj prˇes dalsˇı´ reakce syntetizovali DPP2 (Obra´zek
13b) a DPP3 (Obra´zek 14). Jsou to D–A–D barviva obsahujı´cı´ fenylaminove´ substituenty jako donory
elektronu˚.
(a) DPP1 (b) DPP2
Obra´zek 13: DPP s pola´rnı´mi substituenty
Maxima´lnı´ hodnota TPA pru˚rˇezu DPP1 je 110 GM (hodnoty TPA pru˚rˇezu˚ v te´to kapitole jsou meˇrˇeny
metodou TPEF a mohou mı´t tedy znacˇneˇ nizˇsˇı´ hodnoty nezˇ ty zjisˇteˇne´ metodou z-Scan). Pro dipola´rnı´
chromofory je obvykle vlnova´ de´lka maxima TPA dvakra´t vlnova´ de´lka OPA maxima. Takova´to souvis-
lost nenı´ pozorova´na u kvadrupola´rnı´ch centra´lneˇ symetricky´ch barviv jako jsou DPP1, DPP2 a DPP3,
ktere´ podle´hajı´ jiny´m kvantovy´m vy´beˇrovy´m pravidlu˚m pro OPA a pro TPA. Pro centra´lneˇ symetricke´
chromofory se excitace prˇes TPA objevuje ve vysˇsˇı´ch excitovany´ch stavech nezˇ prˇi OPA, a proto je TPA
maximum situova´no v kratsˇı´ch vlnovy´ch de´lka´ch nezˇ je dvojna´sobek OPA maxima.
DPP1 vykazuje sve´ TPA maximum prˇi λ = 700 nm. Vnesenı´m donornı´ch substituentu˚ do struktury
DPP1 vznikajı´ D-A-D barviva, ktera´ obvykle vedou k bathochromnı´m posunu˚m absorpcˇnı´ho a fluo-
rescencˇnı´ho maxima a znacˇne´mu na´rustu v TPA intenziteˇ. Hodnota dvoufotonove´ho absorpcˇnı´ho pru˚rˇezu
pro DPP2 je δ = 1200 GM. Prodlouzˇenı´ rˇeteˇzce chromoforu o dalsˇı´ 2 benzenove´ kruhy u DPP3 ovsˇem
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Obra´zek 14: DPP3
nezpu˚sobı´ dalsˇı´ navy´sˇenı´ TPA pru˚rˇezu, naopak se TPA pru˚rˇez snı´zˇı´ na δ = 930 GM. Du˚vodem je
pravdeˇpodobneˇ slaba´ konjugace mezi benzenovy´mi kruhy v bifenylovy´ch jednotka´ch kvu˚li ste´ricke´mu
bra´neˇnı´.
DPP3 ma´ veˇtsˇı´ kvantovy´ vy´teˇzˇek, a proto kdyzˇ porovna´me kolik absorbovane´ energie je vyuzˇito jako
fluorescence je u´cˇinnost DPP2 a DPP3 te´meˇrˇ stejna´. DPP2 ma´ vsˇak jednodusˇsˇı´ strukturu a nizˇsˇı´ mola´rnı´
hmotnost, a proto se pouzˇı´va´ cˇasteˇji.
Bolze a jeho kolegove´ [26] syntetizovali se´rii pola´rnı´ch DPP deriva´tu˚ vcˇetneˇ neˇktery´ch sloucˇenin
rozpustny´ch ve vodeˇ. Nejvysˇsˇı´ TPA pru˚rˇez z nich vykazovalo barvivo DPP4, jehozˇ strukturu lze videˇt
na Obra´zku 15), a to δ = 950 GM. Toto barvivo mu˚zˇe by´t pouzˇito pro znacˇenı´ zˇivy´ch buneˇk prˇi TPM.
Nicme´neˇ kvu˚li nı´zke´mu kvantove´mu vy´teˇzˇku jsou potrˇebne´ vysoke´ energie laseru k obdrzˇenı´ vhodne´
kvality obrazu.
Dı´ky tomu jsou vhodneˇjsˇı´ male´ pola´rnı´ DPP: DPP5 (Obra´zek 16a) a DPP6 (Obra´zek 16b). I prˇes jejich
nı´zke´ hodnoty TPA pru˚rˇezu (δ = 150 GM) vykazujı´ ve vodeˇ obeˇ barviva silneˇjsˇı´ fluorescenci. Kdyzˇ
byla barviva DPP5 a DPP6 pouzˇita pro zabarvenı´ buneˇk prˇi TPM, energie laseru mohla by´t peˇtkra´t nizˇsˇı´
v porovna´nı´ s DPP4 [23].
Obra´zek 15: DPP4
Marek Grzybowski a Daniel T. Gryko v roce 2015 publikovali dvoufotonove´ vlastnosti skupiny di-
acetalu˚ a od nich odvozeny´ch cyklicky´ch barviv DPP [23]. Pro deriva´ty cyklicky´ch barviv DPP s fe-
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(a) DPP5 (b) DPP6
Obra´zek 16: Male´ pola´rnı´ DPP
nylovy´mi, thienylovy´mi a benzofurylovy´mi skupinami, neprˇekrocˇily TPA pru˚rˇezy 225 GM. Lepsˇı´ch
vy´sledku˚ (δ = 740− 4500 GM) dosa´hli nava´za´nı´m arylovy´ch skupin, ktere´ lze videˇt na Obra´zku 17.
Obra´zek 17: Za´kladnı´ struktura cyklicky´ch barviv DPP a mozˇne´ deriva´ty
Cyklizace diacetalu˚ DPP na odpovı´dajı´cı´ polycyklicka´ barviva zpu˚sobuje snı´zˇenı´ v hodnota´ch TPA
pru˚rˇezu˚. Avsˇak jelikozˇ majı´ vysoke´ kvantove´ vy´teˇzˇky, tak u´cˇinnost (pomeˇr TPA pru˚rˇezu ku kvantove´mu
vy´teˇzˇku) teˇchto cyklicky´ch barviv je obdobna´ nebo i vysˇsˇı´. Cyklizace take´ zpu˚sobuje znacˇne´ bathochrom-
nı´ posuny v OPA i TPA maximech pro vsˇechna zkoumana´ barviva. Pro tyto vlastnosti a pro vysokou
u´cˇinnost TPA v oblasti vlnovy´ch de´lek, kde za´rˇenı´ pronika´ hloubeˇji do tka´nı´, vyhodnotili Grzybowski
a Gryko tyto la´tky jako slibna´ TPA barviva.
Relativneˇ vysoke´ hodnoty TPA pru˚rˇezu (δ = 3200 GM), byly take´ zmeˇrˇeny pro D-A-D kvadrupola´rnı´
barvivo, ktere´ sesta´va´ z DPP jednotky jako akceptoru elektronu˚, ktery´ je spojeny´ prˇes acetyleny s dveˇma
amino-porfyrinovy´mi jednotkami, ktere´ majı´ povahu elektronovy´ch donoru˚. Vyznacˇuje se velkou roz-
pustnostı´ v pola´rnı´ch i nepola´rnı´ch rozpousˇteˇdlech [27].
Dalsˇı´ neda´vna´ studie popisuje dvoufotonove´ vlastnosti trˇı´ D–A–D DPP deriva´tu˚ obsahujı´cı´ch amino-
substituovane´ furany a benzofurany jako donory elektronu˚ [28]. Tyto sloucˇeniny jsou svy´m TPA pru˚rˇezem
srovnatelne´ s DPP2 deriva´tem zkoumany´m Yangem [25], avsˇak majı´ veˇtsˇı´ kvantove´ vy´teˇzˇky a tedy
i u´cˇinnost. U DPP7 (Obra´zek 18) dosa´hly hodnoty TPA pru˚rˇezu azˇ 3000 GM. V kombinaci s relativneˇ
vysoky´m kvantovy´m vy´teˇzˇkem je toto neju´cˇineˇjsˇı´ dosud zna´my´ DPP deriva´t.
K teˇmto vsˇem zmı´neˇny´m maly´m molekula´m deriva´tu˚ DPP v te´to kapitole, jsou zna´me´ i DPP polymery
vykazujı´cı´ vysoke´ TPA pru˚rˇezy [29] [30].
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Obra´zek 18: DPP7
2.3.5 Dalsˇı´ vy´znamne´ molekuly
Mezi dalsˇı´ vy´znamne´ molekuly patrˇı´ naprˇ. deriva´ty porfyrinu. Porfyrin je vy´hodna´ za´kladnı´ TPA struk-
tura, jelikozˇ je plana´rnı´ a ma´ vysoce pi-konjugovanou strukturu. Dı´ky jeho dlouhe´ dobeˇ zˇivota tripletnı´ho
stavu by´vajı´ jeho deriva´ty pouzˇı´va´ny ve fotodynamicke´ terapii [31].
Kdyzˇ se mezi sebou porfyriny propojı´ tak, aby se eliminovalo ste´ricke´ bra´neˇnı´ a dosa´hne se vysoke´
planarity, hodnoty pru˚rˇezu˚ dosa´hnou azˇ δ = 93600 GM. Tyto hodnoty ovsˇem mohou by´t u deriva´tu˚
porfyrinu˚ navy´sˇeny prˇispeˇnı´m jednofotonovy´ch procesu˚.
Dalsˇı´mi vy´znamny´mi molekulami jsou Rhodaminy patrˇı´cı´ do skupiny fluoronovy´ch barviv. Jejich
za´kladnı´ struktura je zna´zorneˇna na Obra´zku 19. Pouzˇı´vajı´ se jako barviva a jako laser-zesilujı´cı´ me´dium.
Jejich velikou vy´hodou jsou dobrˇe prozkoumane´ jednofotonove´ i dvoufotonove´ opticke´ vlastnosti. Dı´ky
tomu jsou cˇasto vyuzˇı´vane´ jako standardy pro meˇrˇenı´ metodou TPEF.
Pra´veˇ teˇmito opticky´mi vlastnostmi se zaby´vali naprˇ. Xu a Webb [12], kterˇı´ metodou TPEF a femto-
sekundovy´m laserem, stanovili TPA pru˚rˇez Rhodaminu B v methanolu prˇi 691 nm na δ = 194 GM a prˇi
1050 nm na δ = 20 GM. Pro Rhodamin 6G v methanolu pak stanovili prˇi 700 nm hodnotu δ = 150 GM
[32]. Rhodaminy se take´ zaby´vali naprˇ. Makarov, Drobizhev a Rebane [14], kterˇı´ meˇrˇili jejich TPA spek-
tra a srovnali sve´ hodnoty s TPA pru˚rˇezy Rhodaminu˚ z mnoha zdroju˚ - ru˚zne´ koncentrace a rozpousˇteˇdla.
Jimi nameˇrˇene´ hodnoty byly ve shodeˇ s teˇmi od Xu a Weba [12].
Obra´zek 19: Za´kladnı´ struktura Rhodaminu˚
Dalsˇı´mi zajı´mavy´mi molekulami jsou naprˇ. deriva´ty trifenylaminu, jejichzˇ TPA se zveˇtsˇuje s rostoucı´m
pocˇtem veˇtvenı´ azˇ k hodnoteˇ δ = 796 GM [33]. Vsˇechny na´sledujı´cı´ deriva´ty dosahovaly podobny´ch
hodnot. Da´le Paracyclofany a multi-anulenove´ syste´my u ktery´ch se dosahuje hodnot TPA pru˚rˇezu˚ okolo
800 GM [34] [35].
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3 Experimenta´lnı´ cˇa´st
Cı´lem te´to pra´ce bylo nale´zt souvislosti mezi chemickou strukturou la´tek a jejich nelinea´rneˇ opticky´mi
vlastnostmi, zejme´na dvoufotonovou absorpcı´ (TPA). V te´to pra´ci byla pro charakterizaci TPA vyuzˇı´va´na
metoda meˇrˇenı´ fluorescence excitovane´ dveˇma fotony (two-photon excited fluorescence, TPEF). Protozˇe
sˇlo o noveˇ rˇesˇenou problematiku, bylo zapotrˇebı´ nejprve sestavit experimenta´lnı´ zarˇı´zenı´ (Kapitola 3.2),
otestovat jeho funkcˇnost a nale´zt vhodne´ podmı´nky pro meˇrˇenı´ TPA (Kapitola 4.1). Po vytvorˇenı´ meto-
diky meˇrˇenı´ byly charakterizova´ny cˇtyrˇi nove´ materia´ly na ba´zi difenyl-diketo-pyrrolo-pyrrolu˚, u ktery´ch
byla systematicky meˇneˇna chemicka´ struktura tak, aby bylo mozˇne´ zjistit vliv pola´rnı´ch substituentu˚ na
TPA. Pro lepsˇı´ pochopenı´ zjisˇteˇny´ch vy´sledku˚ a detailneˇjsˇı´ diskusi byly da´le charakterizova´ny za´kladnı´
opticke´ charakteristiky - absorpcˇnı´ a emisnı´ spektra a kvantove´ vy´teˇzˇky fluorescence v ru˚zneˇ pola´rnı´m
prostrˇedı´.
3.1 Materia´ly a prˇı´stroje
Pro oveˇrˇenı´ metody a vytvorˇenı´ metodiky meˇrˇenı´ TPA bylo vyuzˇito la´tek Rhodaminu B a Rhodaminu
6G od firmy Sigma-Aldrich. Jejich struktury lze videˇt na Obra´zku 20..
(a) Rhodamin B (b) Rhodamin 6G
Obra´zek 20: Struktura Rhodaminu B a Rhodaminu 6G
La´tky, ktere´ se da´le zkoumaly, a jejichzˇ opticke´ vlastnosti dosud nebyly experimenta´lneˇ stanoveny,
jsou Diketopyrrolopyrroly U24, U37, U49 a U50, ktere´ byly syntetizova´ny ve Vy´zkumne´m u´stavu or-
ganicky´ch synte´z a.s.. Na Obra´zku 21 a Obra´zku 22 lze videˇt jejich struktury. La´tka U24 prˇedstavuje
za´kladnı´ N -subsituovany´ skelet difenyl-diketo-pyrrolo-pyrrolu. La´tka U37 je substituovana´ nesymet-
ricky. Jeden fenyl ma´ v para poloze elektronoveˇ donornı´ (oznacˇovana´ jako push, D) skupinu (piperidin),
zatı´mco druhy´ obsahuje elektronoveˇ deficientnı´ CN skupinu (oznacˇovana´ jako pull, A). Tato la´tka tak
prˇestavuje chromofor typu A2-A1-D, kde A1 je vlastnı´ pyrrolopyrrol, ktery´ ma´ sa´m elektronoveˇ ak-
ceptornı´ charakter. La´tka tedy obsahuje dveˇ akceptornı´ skupiny o ru˚zne´ sı´le. La´tka U49 je na obou feny-
lech substituovana´ elektronoveˇ deficientnı´mi CN skupinami a tvorˇı´ tak chromofor A2-A1-A2. Poslednı´
la´tka U50 je substituovana´ pouze na jednom fenylu elektronoveˇ donornı´m piperidinem. Tato struktura
tak prˇedstavuje chromofor typu D-A (push-pull).
Vsˇechna jednofotonova´ absorpcˇnı´ spektra v te´to pra´ci byla nameˇrˇena pomocı´ spektrometru Varian
Cary 50. Pouzˇite´ koncentrace roztoku˚ odpovı´daly maxima´lnı´ absorbanci A ≈ 1.
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(a) U24 (b) U37
Obra´zek 21: Struktura U24 a U37
(a) U49 (b) U50
Obra´zek 22: Struktura U49 a U50
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Emisnı´ a excitacˇnı´ spektra, spolu s kvantovy´mi vy´teˇzˇky, byla pro Rhodamin B a 6G nameˇrˇena spek-
trofotometrem Horiba FluoroLog. Jednofotonova´ emisnı´ spektra a vsˇechny dvoufotonove´ charakteristiky
Diketopyrrolopyrrolu˚ byly nameˇrˇeny aparaturou popsanou v na´sledujı´cı´ kapitole 3.2.
3.2 Prˇı´stroj pro meˇrˇenı´ dvoufotonovy´ch charakteristik
Sche´ma experimenta´lnı´ho usporˇa´da´nı´ je zobrazeno na Obra´zku 23. Pro nasˇe meˇrˇenı´ byl pouzˇito piko-
sekundove´ho laseru Ekspla PL2143A. Tento laser je typu Nd:YAG - aktivnı´m materia´lem je izotropnı´
krystal Yttrium Aluminium Grana´tu (Y3Al5O12) dopovany´ ionty neodymu (Nd3+). Laser je pulsnı´, se
za´kladnı´ frekvencı´ 10 Hz a de´lkou jednoho pulsu 30, 0±0, 3 ps. Maxima´lnı´ energie a stabilita pulsu jsou
pro vybrane´ vlnove´ de´lky uvedeny v Tabulce 1.
Obra´zek 23: Sche´ma meˇrˇenı´, kde: L - laser, OPG - opticky´ parametricky´ genera´tor, P - polariza´tor, U - uza´veˇrka,
MO - mikroskopicky´ objektiv, V - vzorek, S - spektrograf a ICCD detektor.
Tato pra´ce se zameˇrˇuje na zjisˇteˇnı´ TPA spekter, k cˇemuzˇ je zapotrˇebı´ mı´t mozˇnost spojiteˇ meˇnit vlno-
vou de´lku excitacˇnı´ho za´rˇenı´. K zı´ska´nı´ pozˇadovane´ho paprsku bylo pouzˇito opticke´ho parametricke´ho
genera´toru OPG PG401-SH od firmy EKSPLA. De´lka vy´stupnı´ho pulsu z OPG je 20–30 ps s energiı´
prˇiblizˇneˇ 10 mJ. Rozsah laditelny´ch vlnovy´ch de´lek je 210 − 340 nm a 370 − 420 nm pro vy´stupnı´
paprsek polarizovany´ vertika´lneˇ, a 420–680 nm a 740−2300 nm pro paprsek polarizovany´ horizonta´lneˇ.
Na Obra´zku 24 lze videˇt za´vislost energie vy´stupnı´ho laserove´ho paprsku z OPG na jeho vlnove´
de´lce. Intenzita excitacˇnı´ho paprsku je nastavova´na pomocı´ otocˇne´ho polariza´toru. Pomocı´ za´veˇrky je
paprsek zastaven a na vzorek je pousˇteˇn pouze v prˇı´padeˇ meˇrˇenı´, cozˇ snizˇuje vybeˇlova´nı´ (fotodegradaci)
la´tky. Paprsek je da´le usmeˇrneˇn pomocı´ dvou zrca´tek a prˇed vstupem do kyvety kolimova´n pomocı´
mikroskopicke´ho objektivu.
Tabulka 1: Parametry laserove´ho pulsu
λ Maxima´lnı´ energie (mJ) Stabilita (% )
1064 nm 50, 4± 0, 5 1, 5
532 nm 29, 5± 0, 4 3
355 nm 19, 0± 0, 5 5, 5
V kyveteˇ dojde k vyvola´nı´ fluorescence, ktera´ je soustavou mimoosy´ch parabolicky´ch zrcadel soustrˇe-
deˇna do spektrografu Andor Shamrock typu Czerny-Turner 0, 303 m, f/4, ktery´ je spojen s ICCD detekto-
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Obra´zek 24: Vy´stupnı´ energie OPG
rem Andor i-Star model DH740-18U-03. Cela´ aparatura je automatizovana´ a ovla´dana´ pomocı´ specia´lneˇ
vytvorˇene´ho software.
4 Vy´sledky a diskuze
Pro zjisˇteˇnı´ vlivu zmeˇny chemicke´ struktury na TPA bylo nejprve nutne´ zave´st metodu meˇrˇenı´. Aby
bylo mozˇne´ aplikovat metody pro zjisˇteˇnı´ TPA u´cˇinnostı´, bylo da´le potrˇeba nale´zt vhodne´ podmı´nky
meˇrˇenı´, zejme´na vhodne´ koncentrace roztoku˚ a vhodnou intenzitu laseru, aby se eliminovali nezˇa´doucı´
jevy jako jsou saturace vzorku, reabsorpce, tvorba dimeru˚ a agrega´tu˚ a prˇı´lisˇ maly´ nebo velky´ signa´l na
detektoru. Vyuzˇili jsme k tomu dobrˇe prozkoumane´ la´tky Rhodamin B a Rhodamin 6G. Po zavedenı´
a oveˇrˇenı´ metody byly meˇrˇeny, stanovova´ny a diskutova´ny jejich dvoufotonove´ absorpcˇnı´ vlastnosti.
U zkoumany´ch la´tek, ktery´mi jsou DPP - U24, U37, U49 a U50, se navı´c rˇesˇily solvatacˇnı´ deˇje a jejich
korelace mezi strukturou molekul a dvoufotonovou absorpcı´.
4.1 Vy´voj metody
4.1.1 Metoda zjisˇteˇnı´ TPA pru˚rˇezu˚
TPA pru˚rˇezy Rhodaminu B a Rhodaminu 6G byly zı´ska´ny meˇrˇenı´m fluorescencˇnı´ho signa´lu genero-
vane´ho dvoufotonovou absorpcı´ prˇi jedne´ vlnove´ de´lce a prˇi ru˚zny´ch energiı´ch laseru. Tı´mto zpu˚sobem
lze zı´skat dvoufotonovy´ emisnı´ pru˚rˇez δTPE , ktery´ je linea´rneˇ u´meˇrny´ TPA pru˚rˇezu δTPA dle vztahu:
δTPE = ηδTPA (5)
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Konstantou proporcionality η je dvoufotonovy´ fluorescencˇnı´ kvantovy´ vy´teˇzˇek fluorescence dane´ la´tky.
Vzhledem k tomu, zˇe excitovany´ stav je stejny´ prˇi jednofotonove´ i dvoufotonove´ excitaci, je tento fluo-
rescencˇnı´ kvantovy´ vy´teˇzˇek mozˇne´ zı´skat i meˇrˇenı´m fluorescence prˇi OPA. Tento prˇedpoklad byl oveˇrˇen
pomocı´ srovna´nı´ fluorescence excitovane´ jednı´m a dveˇma fotony. Kvantovy´ vy´teˇzˇek byl pro Rhodamin
B a Rhodamin 6G zmeˇrˇen – spolecˇneˇ s dalsˇı´mi charakteristikami (viz Tabulka 2).
Tabulka 2: Mola´rnı´ absorpcˇnı´ koeficienty a kvantove´ vy´teˇzˇky Rhodaminu B a Rhodaminu 6G
La´tka Mola´rnı´ absorpcˇnı´ koeficient λ (l· cm−1· mol−1) Kvantovy´ vy´teˇzˇek (%)
Rhodamin B 112000± 2000 64± 3
Rhodamin 6G 102200± 300 84, 4± 0, 4
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(b) Rhodamin 6G
Obra´zek 25: Normovane´ srovna´nı´ jednofotonove´ emise Rhodaminu B a 6G v ethanolu (10−6 mol·l−1) a dvoufoto-
nove´ emise Rhodaminu B a 6G v ethanolu (10−6 mol·l−1).
Na Obra´zku 25 lze videˇt, zˇe si jednofotonova´ a dvoufotonova´ emisnı´ spektra odpovı´dajı´, tudı´zˇ lze
dvoufotonovy´ kvantovy´ vy´teˇzˇek fluorescene povazˇovat za rovny´ jednofotonove´mu.
V rovnici 6 [32] je dvoufotonovy´ emisnı´ pru˚rˇez nove´ho fluoroforu da´n do souvislosti se zna´my´mi
experimenta´lneˇ zjisˇteˇny´mi parametry.
δTPE(NEW ) = δTPE(STD)
cSTD
cNEW
SNEW
SSTD
nSTD
nNEW
(6)
Tyto zahrnujı´ dvoufotonovy´ emisnı´ pru˚rˇez zna´me´ho kalibracˇnı´ho standardu (δTPE(STD)), koncentrace
zkoumane´ho (cNEW ) a kalibracˇnı´ho (cSTD) roztoku, index lomu rozpousˇteˇdla zkoumane´ho (nNEW )
i kalibracˇnı´ho (nSTD) roztoku a smeˇrnice za´vislosti F = f(P 2) (rovnice 7) zkoumane´ho (SNEW )
a kalibracˇnı´ho (SSTD) roztoku.
4.1.2 Nalezenı´ vhodny´ch podmı´nek pro meˇrˇenı´
Rovnice 6 vycha´zı´ zejme´na z prˇedpokladu, zˇe smeˇrnice za´vislosti F = f(P 2) vyjadrˇuje cˇisteˇ za´vislost
dvoufotonove´ absorpce. Je tedy nutne´ nale´zt vhodne´ experimenta´lnı´ podmı´nky, ktere´ tento prˇedpoklad
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vystihujı´. Jako kriticke´ se uka´zalo nale´zt vhodnou koncentraci. Pro nalezenı´ vhodny´ch koncentracı´ roz-
toku˚ bylo potrˇeba experimenta´lneˇ stanovit za´kladnı´ opticke´ vlastnosti Rhodaminu B a Rhodaminu 6G,
na ktery´ch byla provedena prvnı´ meˇrˇenı´ a interpretace vy´sledku˚. byla zmeˇrˇena jejich absorpcˇnı´, excitacˇnı´
a emisnı´ spektra (Obra´zek 26) - maxima uvedena v Tabulce 3 - aby je bylo mozˇne´ srovna´vat se spektry
dvoufotonovy´mi.
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Obra´zek 26: Normovana´ absorpcˇnı´, excitacˇnı´ a emisnı´ spektra Rhodaminu B a 6G (10−6 mol·l−1) v ethanolu.
Tabulka 3: Vy´znamne´ vlnove´ de´lky Rhodaminu B a Rhodaminu 6G
La´tka λmax absorpcˇnı´ (nm) λmax excitacˇnı´ (nm) λmax emisnı´ (nm)
Rhodamin B 545 542 569
Rhodamin 6G 530 529 552
Prˇi prˇı´lisˇ nı´zky´ch koncentracı´ch mu˚zˇe by´t mnozˇstvı´ molekul v roztoku male´, mu˚zˇe tedy docha´zet k sa-
turaci vzorku (fotonu˚ je vı´ce nezˇ molekul) a take´ k nemeˇrˇitelnosti signa´lu prˇı´stroji. Naopak prˇi vysoky´ch
koncentracı´ch docha´zı´ v roztoku k tvorbeˇ dimeru˚ a agrega´tu˚, cˇı´mzˇ se meˇnı´ koncentrace absorbujı´cı´ch
molekul.
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Obra´zek 27: Za´vislost integrovane´ dvoufotonove´ emise F na intenziteˇ laseru P (hodnoty v rˇa´du stovek µJ) Rho-
daminu˚ B a 6G (10−6 mol·l−1) v ethanolu s vlozˇenou za´vislostı´ F na P 2.
Nejdrˇı´ve byla postupneˇ navysˇova´na energie laseru, a v kazˇde´m kroku byla tato energie zmeˇrˇena. Pro
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kazˇdou energii bylo take´ zmeˇrˇeno emisnı´ spektrum vyza´rˇene´ po dvoufotonove´ excitaci. Toto spektrum
bylo na´sledneˇ integrova´no a vznikla´ za´vislost integrovane´ dvoufotonove´ emise F na intenziteˇ laseru P
byla vynesena do grafu. Pro Rhodaminy B a 6G o koncentraci c = 10−6 mol·l−1 je tato za´vislost videˇt
na Obra´zku 27. Lze pozorovat, zˇe za´vislost nemeˇla pozˇadovany´ tvar, a proto byla koncentrace navy´sˇena
na c = 10−4 mol·l−1. Nameˇrˇenou za´vislost lze videˇt na Obra´zku 28.
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Obra´zek 28: Za´vislost zintegrovane´ TPA emise F na intenziteˇ laseru P (hodnoty v rˇa´du jednotek µJ) Rhodaminu B
a 6G (10−4 mol· l−1) v ethanolu s vlozˇenou za´vislostı´ F na P2.
U takto vysoky´ch koncentracı´ se objevila - v porovna´nı´ s Obra´zkem 26 - nezˇa´doucı´ deformace tvaru
emisnı´ch spekter, dı´ky zpeˇtne´ aborpci emitovane´ho za´rˇenı´. Na Obra´zku 29 je 3D diagram zna´zornˇujı´cı´
za´vislost tvaru emisnı´ho spektra na koncentraci Rhodaminu 6G [36]. Je zde patrne´, zˇe od koncentrace
prˇiblizˇneˇ 10−5 g· ml−1 zpu˚sobuje jejı´ dalsˇı´ navysˇova´nı´ cˇerveny´ posun maxima emise a jeho intenzita se
znacˇneˇ snizˇuje.
Obra´zek 29: Emisnı´ spektra Rhodaminu 6G ve vodeˇ prˇi ru˚zny´ch koncentracı´ch (prˇevzato z [36]).
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Rozdı´l spekter je zpu˚soben tvorbou dimeru˚ nebo agrega´tu˚ molekul [37]. Tvorba dimeru˚ ovlivnˇuje
rozlozˇenı´ elektronu˚ a na´sledkem jsou zmeˇny opticky´ch vlastnostı´ - emise okolo 600 nm. Prˇi nı´zky´ch
koncentracı´ch jsou molekuly izolovane´ od ostatnı´ch, jsou plneˇ solvatovane´ a emisnı´ maximum je okolo
560 nm.
Pro zjisˇteˇnı´ vhodne´ koncentrace pro stanovenı´ TPA pru˚rˇezu˚ bylo prˇipraveno 5 roztoku˚ Rhodaminu 6G
a Rhodaminu B o koncentracı´ch c = 1 · 10−5 mol·l−1 azˇ 4 · 10−4 mol·l−1. Byla zmeˇrˇena jejich emisnı´
spektra excitovana´ OPA (Obra´zek 30). Uzˇ prˇi koncentraci c = 1 · 10−5 mol·l−1 docha´zelo k posunu
maxima spektra o 2 – 4 nm k vysˇsˇı´m vlnovy´m de´lka´m. Stejny´ jev byl pozorova´n i v prˇı´padeˇ excitace
molekul pomocı´ TPA (Obra´zek 31).
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Obra´zek 30: Normovana´ emisnı´ spektra Rhodaminu B a Rhodaminu 6G v ethanolu pro ru˚zne´ koncentrace 1 · 10−5
mol·l−1 – 3 · 10−4 mol·l−1.
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Obra´zek 31: Normovana´ dvoufotonova´ emisnı´ spektra Rhodaminu B v ethanolu pro ru˚zne´ koncentrace 1 · 10−5
mol·l−1 – 3 · 10−4 mol·l−1.
Z provedeny´ch experimentu˚ je zrˇejme´, zˇe pro zjisˇteˇnı´ TPA pru˚rˇezu je nutne´ pracovat s vysˇsˇı´mi kon-
centracemi molekul (kvadraticky´ charakter za´vislosti fluorescence na intenziteˇ excitacˇnı´ho laseru), ktere´
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ale vede k deformovane´mu fluorescencˇnı´mu spektru. Optima´lnı´ch podmı´nek tedy nelze dosa´hnout pouze
pomocı´ zmeˇny koncentrace. Pro dalsˇı´ meˇrˇenı´ byla vybra´na koncentrace c = 1 · 10−5 mol·l−1, u nı´zˇ byl
posun maxima emise nejnizˇsˇı´, a da´le byly hleda´ny dalsˇı´ mozˇnosti, jak reabsorpci zamezit.
Po nalezenı´ vhodne´ koncentrace bylo zapotrˇebı´ eliminovat jev reabsorpce. Protozˇe absorpce za´rˇenı´ je
prˇı´mo u´meˇrna´ nejenom koncentraci, ale i de´lce opticke´ dra´hy, kterou zrˇenı´ urazı´ v absorbujı´cı´m me´diu
(Lambert-Beeru˚v za´kon) byla reabsorpce snı´zˇena pouzˇitı´m kyvety o velikosti l = 0, 1 cm. Emitovane´
za´rˇenı´ tedy urazı´ od mı´sta excitace polovinu te´to dra´hy. Tento postup se uka´zal by´t vyhovujı´cı´ a v dalsˇı´ch
experimentech byl vzˇdy vyuzˇı´va´n.
4.1.3 Nalezenı´ dat odpovı´dajı´cı´ch TPA
Smeˇrnice pro dosazenı´ do rovnice 6 musı´ by´t vypocˇı´ta´na pouze z te´ cˇa´sti meˇrˇene´ za´vislosti F = f(P 2)
(vy´rˇezy v Obra´zku 28), ktera´ odpovı´da´ dvoufotonove´ absorpci. Z meˇrˇene´ za´vislosti bylo tedy nutne´
tuto oblast vybrat. Prˇi nı´zky´ch intenzita´ch laseru nemusı´ by´t emise prˇı´strojem meˇrˇitelna´, nebo mu˚zˇe
by´t hustota toku fotonu˚ nı´zka´ a nebude docha´zet k TPA. Naopak, prˇi vysoky´ch intenzita´ch laseru mu˚zˇe
docha´zet k saturaci odezvy vzorku nebo ru˚zny´m interakcı´m mezi excitovany´mi molekulami.
F = P 2 · α→ logF = 2 · logP + logα (7)
Pro zjisˇteˇnı´, ktera´ data odpovı´dajı´ TPA, tedy nejsou ovlivneˇna vy´sˇe zmı´neˇny´mi anoma´liemi, byla
vynesena za´vislost logaritmu emise F na logaritmu intenzity laseru P (Obra´zek 32) a vybra´na takova´
oblast, jejı´zˇ smeˇrnice se nejvı´ce blı´zˇı´ hodnoteˇ 2. Tato hodnota vyply´va´ z rovnice 7.
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Obra´zek 32: Za´vislost logaritmu TPA emise F na logaritmu intenzity laseru P Rhodaminu B a 6G (10−4 mol·l−1)
v ethanolu.
4.1.4 Vy´sledky optimalizace podmı´nek
Zjisˇteˇne´ TPA pru˚rˇezy pro Rhodamin B a Rhodamin 6G vypocˇtene´ ze za´vislostı´ prˇi optimalizovany´ch
podmı´nka´ch jsou: δTPE(B) = 7 ± 2 GM a δTPE(6G) = 4 ± 1 GM. Nalezene´ publikovane´ TPA pru˚rˇezy
odpovı´dajı´cı´ nasˇim podmı´nka´m, ktery´mi jsou: metoda TPEF, rozpousˇteˇdlo - ethanol a pouzˇitı´ pikosekun-
dove´ho laseru o λ ≈ 1024 nm je pro Rhodamin 6G δTPE(6G) = 3, 6± 0, 5 GM [14]. Hodnoty pro Rho-
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(b) Rhodamin 6G
Obra´zek 33: Normovana´ absorpcˇnı´ dvoufotonova´ spektra Rhodaminu B a 6G – srovna´nı´ s literaturou [14].
damin 6G v dany´ch intervalech shodujı´. Pro Rhodamin B nebyly nalezene´ hodnoty, odpovı´dajı´cı´ nasˇim
podmı´nka´m, ktere´ by bylo mozˇne´ srovnat.
Da´le byla zmeˇrˇena TPA spektra, ktera´ jsou zobrazena na Obra´zku 33. V tomto obra´zku jsou po-
rovna´na nameˇrˇena´ TPA spektera se spektry publikovany´mi [14]. TPA spektra zjisˇteˇna´ v te´to pra´ci a spek-
tra zı´skana´ z literatury si tvaroveˇ odpovı´dajı´. Mı´rne´ odchylky mohou by´t zpu˚sobene´ kolı´sa´nı´m stability
laserove´ho pulsu (viz Tabulka 1).
Na Obra´zku 34 lze videˇt srovna´nı´ jednofotonovy´ch a dvoufotonovy´ch absorpcˇnı´ch spekter Rhodaminu
B a 6G. Pro vizua´lnı´ srovna´nı´ jsou spektra vynesena na stejne´ sˇka´le vlnove´ de´lky, ale pro jednofotonove´
spektrum byly vlnove´ de´lky vyna´sobeny dveˇma. Osa x obsahuje vlnove´ de´lky na´lezˇı´cı´ dvoufotonove´
absorpci. Vy´beˇrova´ pravidla pro jedno a dvoufotonove´ opticke´ prˇechody se lisˇı´, a proto se lisˇı´ i jejich
absorpcˇnı´ spektra. K jednofotonove´ absorpci docha´zı´ ve vysˇsˇı´ch vlnovy´ch de´lka´ch nezˇ u dvoufotonove´
absorpce. Takove´ spektra´lnı´ rozlozˇenı´ indikuje, zˇe nejnizˇsˇı´ jednofotonoveˇ dovoleny´ excitovany´ stav je
dvoufotonoveˇ zaka´zany´ a naopak vysˇsˇı´ excitovany´ stav je dovoleny´ pouze dvoufotonovou excitacı´.
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(b) Rhodamin 6G
Obra´zek 34: Srovna´nı´ OPA a TPA absorpcˇnı´ch spekter Rhodaminu B a 6G v ethanolu
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4.2 Charakterizace novy´ch materia´lu˚ - DPP
Diketopyrrolopyrroly prˇedstavujı´ zajı´mavou skupinu la´tek pro opticke´ aplikace zejme´na pro jejich dobrou
fotostabilitu, relativneˇ jednoduchou synte´zu a modifikaci struktury, ktera´ vede k velke´ zmeˇneˇ opticky´ch
vlastnostı´. Je tak mozˇne´ prˇipravit sˇirokou sˇka´lu la´tek, ktere´ majı´ pozˇadovane´ vlastnosti pro konkre´tnı´
pouzˇitı´. Zatı´mco vliv ru˚zny´ch substituentu˚ na absorpci a fluorescenci je jizˇ zna´m relativneˇ dlouho, TPA
je u te´to skupiny la´tek zkouma´na pomeˇrneˇ kra´tce. Proto je v te´to cˇa´sti vliv neˇktery´ch substituentu˚ na TPA
zkouma´n.
Deriva´ty Diketopyrrolopyrrolu˚ jsou v teoreticke´ cˇa´sti zarˇazene´ do kvadrupola´rnı´ch la´tek. Je ovsˇem
potrˇebne´ podı´vat se na kazˇdou molekulu zvla´sˇt’ a prozkoumat jejı´ charakter, aby bylo mozˇne´ interpre-
tovat nameˇrˇena´ data. Nejdrˇı´ve se zkoumaly jejich jednofotonove´ opticke´ vlastnosti a na´sledneˇ i jejich
dvoufotonova´ absorpcˇnı´ spektra.
4.2.1 Jednofotonove´ opticke´ vlastnosti
Molekula U24 ma´ strukturneˇ symetricke´ usporˇa´da´nı´ typu D–pi–A–pi–D. Fenyly zde vystupujı´ jako slabe´
donory elektronu˚ a ja´dro DPP jako jejich akceptor. La´tka se tedy jevı´ jako kvadrupola´rnı´. Fenyly jsou
vsˇak v porovna´nı´ s dalsˇı´mi pola´rnı´mi substituenty pouzˇity´mi v te´to pra´ci pomeˇrneˇ slabe´.
Nı´zka´ polarita la´tky se projevuje jako mala´ zmeˇna opticky´ch vlastnostı´ prˇi zmeˇneˇ polarity prostrˇedı´.
Na Obra´zku 35a jsou normovane´ absorpcˇnı´ a emisnı´ spektra la´tky v rozpousˇteˇdlech o ru˚zne´ dielek-
tricke´ konstanteˇ (solvatochromie). Je zde patrne´, zˇe tato la´tka se tedy z hlediska opticky´ch vlastnostı´
neda´ zarˇadit mezi kvadrupola´rnı´ nebo dipola´rnı´ la´tky. Jak lze videˇt na Obra´zku 35a nenı´ u nı´ pozorova´n
solvatochromismus, absorpce ani fluorescence.
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Obra´zek 35: Normovana´ absorpcˇnı´ a emisnı´ spektra la´tek U24 a U37
Molekula U37 je strukturneˇ nesymetricka´ a je typu A–pi–A–pi–D. Kyano skupina –CN zde vystupuje
jako elektronovy´ akceptor a pyperidinova´ skupina jako donor. U te´to molekuly tudı´zˇ prˇevazˇuje dipola´rnı´
charakter - jejı´ rozlozˇenı´ elektronu˚ je husteˇjsˇı´ smeˇrem ke kyano skupineˇ - a na jejı´ elektronove´ rozlozˇenı´
bude mı´t vliv polarita rozpousˇteˇdla. To lze videˇt na Obra´zku 35b, kde pozorujeme malou absorpcˇnı´
solvatochromii a vy´razneˇjsˇı´ fluorescencˇnı´ solvatochromii. Celkoveˇ nejveˇtsˇı´ posun emisnı´ch maxim je
mezi toluenem a DMSO - cˇinı´ 49 nm.
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Tabulka 4: Solvatacˇnı´ efekty na opticke´ vlastnosti U37
Rozpousˇteˇdlo δabs (nm) δem (nm) Stokesu˚v posun (cm−1) Dialektricka´ konstanta
DMSO 540 670 3593 46, 7
Toluen 526 621 2908 2, 38
Aceton 524 650 3699 20, 7
Chloroform 535 634 2919 4, 81
V Tabulce 4 jsou shrnuty tyto posuny a jsou zde za´rovenˇ uvedeny dialektricke´ konstanty dany´ch roz-
pousˇteˇdel. Mu˚zˇeme videˇt, zˇe velikost posunu emisnı´ho spektra stoupa´ s polaritou rozpousˇteˇdla.
Molekula U49 je strukturneˇ symetricka´ a je typu A–pi–A–pi–A. Z hlediska opticky´ch vlastnostı´ se sı´la
elektronovy´ch akceptoru˚ nelisˇı´ natolik, aby docha´zelo k vy´razneˇjsˇı´ solvatochromii, a proto je molekula
nepola´rnı´ a neprojevuje se u nı´ ani absorpcˇnı´ ani excitacˇnı´ solvatochromismus, cozˇ lze videˇt nı´zˇe na
Obra´zku 36a.
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Obra´zek 36: Normovane´ absorpcˇnı´ a emisnı´ spektrum U49 a U50
Struktura molekuly U50 je nesymetricka´ typu D–pi–A–pi–D. Tento kvadrupola´rnı´ motiv je prˇeva´zˇen
tı´m, zˇe fenyl je slaby´ donor a nezapojuje se tak prˇı´lisˇ do polarity molekuly. Pouze mı´rneˇ oslabuje
prˇevazˇujı´cı´ dipola´rnı´ charakter vznikly´ mezi strˇedem DPP a piperidinovy´m donorem. Dı´ky te´to pola-
riteˇ se u te´to molekuly projevuje solvatochromismus (viz Obra´zek 36b), ktery´ lze v male´ mı´rˇe videˇt
u absorpcˇnı´ch a viditelneˇji u emisnı´ch spekter. Absorpcˇnı´ a emisnı´ maxima jsou uvedena v Tabulce 5.
Nejveˇtsˇı´ rozdı´l emisnı´ch maxim mezi chloroformem a toluenem cˇinı´ 27 nm, a je tedy mensˇı´ nezˇ u U37,
kde byl dipola´rnı´ charakter silneˇjsˇı´. U te´to la´tky nebyl pozorova´n trend veˇtsˇı´ho posunu spektra prˇi veˇtsˇı´
polariteˇ rozpousˇteˇdla.
Tabulka 5: Solvatacˇnı´ efekty na opticke´ vlastnosti U50
Rozpousˇteˇdlo δabs (nm) δem (nm) Stokesu˚v posun (cm−1) Dialektricka´ konstanta
DMSO 520 597 2480 46, 7
Toluen 509 610 3253 2, 38
Aceton 497 592 3229 20, 7
Chloroform 514 583 2303 4, 81
32
Podle literatury lze z jednodusˇe zjistitelny´ch jednofotonovy´ch absorpcˇnı´ch a fluoresencˇnı´ch spekter
zı´skat prˇedstavu o dvoufotonove´ u´cˇinnosti kvadrupola´rnı´ch la´tek [38]. To mu˚zˇe by´t vy´hodne´ pro prvotnı´
vy´beˇr a design molekul.
Molekuly nevykazujı´cı´ absorpcˇnı´ solvatochromismus a vykazujı´cı´ silny´ fluorescencˇnı´ solvatochro-
mismus, znatelny´ jizˇ v lehce pola´rnı´ch rozpousˇteˇdlech, budou mı´t pravdeˇpodobneˇ nı´zke´ TPA pru˚rˇezy.
Kvadrupola´rnı´ molekuly, vykazujı´cı´ fluorescencˇnı´ solvatochromismus pouze ve vysoce pola´rnı´ch roz-
pousˇteˇdlech, je budou mı´t veˇtsˇı´ a nejveˇtsˇı´ TPA pru˚rˇezy by meˇly vykazovat chromofory bez zna´mek
solvatochromismu.
Po aplikaci te´to teorie na na´mi meˇrˇene´ la´tky zjistı´me, zˇe by nejveˇtsˇı´ TPA pru˚rˇezy meˇly mı´t la´tky U24
a U49, avsˇak jelikozˇ je u nich kvadrupola´rnı´ charakter - pro ktery´ je platna´ tato teorie - velmi slaby´, tak
je to nepravdeˇpodobne´. Veˇtsˇı´ TPA pru˚rˇezy se ocˇeka´vajı´ u molekul U37 a U50, kde se alesponˇ cˇa´stecˇneˇ
kvadrupola´rnı´ charakter vyskytuje, cˇemuzˇ odpovı´daly i veˇtsˇı´ intenzity meˇrˇene´ fluorescence v pru˚beˇhu
meˇrˇenı´.
4.2.2 Dvoufotonova´ absorpce DPP
Na Obra´zcı´ch 37 a 38 jsou zobrazena srovna´nı´ jednofotonovy´ch a dvoufotonovy´ch absorpcˇnı´ch spekter.
Prˇi jejich vyhodnocenı´ nava´zˇeme na pra´ci Pawlickeho a jeho kolegu˚ [7].
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Obra´zek 37: Srovna´nı´ OPA a TPA absorpcˇnı´ch spekter U24 a U37 ve vybrany´ch rozpousˇteˇdlech
Pawlicki zde popisuje existenci dvou rozdı´lny´ch excitacˇnı´ch hladin pro jednofotonovou a dvoufoto-
novou excitaci, pokud se jedna´ o centra´lneˇ symetricke´ kvadrupola´rnı´ molekuly. Dvoufotonova´ excitacˇnı´
hladina se vyskytuje ve vysˇsˇı´ch energiı´ch, a proto se jejı´ absorpcˇnı´ pa´sy vyskytujı´ v nizˇsˇı´ch vlnovy´ch
de´lka´ch (jak bylo naprˇ. pozorova´no u srovna´nı´ OPA a TPA spekter Rhodaminu B a Rhodaminu 6G na
Obra´zku 34). V prˇı´padeˇ nesymetricky´ch dipola´rnı´ch molekul existuje pouze jedna hladina pro jednofo-
tonovou i dvoufotonovou excitaci. Absorpcˇnı´ spektra jednofotonove´ i dvoufotonove´ absorpce pak majı´
stejna´ maxima.
Molekuly U24 a U49, jak jizˇ bylo uvedeno, nelze povazˇovat za kvadrupola´rnı´ ani dipola´rnı´. Lze u nich
vsˇak pozorovat mı´rny´ bathochromnı´ posun. U24 vykazuje nejveˇtsˇı´ posun od OPA spektra v chloroformu
- 122 nm. U49 vykazuje nejveˇtsˇı´ posun v roztoku DMSO. Rozdı´l TPA U49 v DMSO a OPA spekter je
58 nm.
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Obra´zek 38: Srovna´nı´ OPA a TPA absorpcˇnı´ch spekter U49 a U50 ve vybrany´ch rozpousˇteˇdlech
U molekul U37 a U50 prˇevazˇuje dipola´rnı´ charakter, dı´ky cˇemuzˇ na neˇ lze aplikovat uvedenou teorii
[7]. Vidı´me, zˇe jsou OPA a TPA spektra te´meˇrˇ identicka´. Hladina pro jednofotonovou a dvoufotonovou
excitaci je tedy stejna´. Z hlediska dvoufotonove´ absorpce u teˇchto la´tek prˇevazˇuje spı´sˇe dipola´rnı´ nezˇ
kavadrupola´rnı´ charakter. Mı´rne´ rozdı´ly mohou by´t zpu˚sobene´ solvatacˇnı´mi deˇji.
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5 Za´veˇr
Cı´lem te´to pra´ce bylo, pomocı´ metody meˇrˇenı´ fluorescence generovane´ dvoufotonovou absorpcı´, zjisˇt’ovat
dvoufotonove´ absorpcˇnı´ vlastnosti molekul Diketopyrrolopyrrolu˚ a hledat souvislosti mezi teˇmito vlast-
nostmi a jejich strukturou. S takovy´mi znalostmi bude v budoucnu mozˇne´ navrhnout molekuly s vy´hodny´-
mi dvoufotonovy´mi (TP) vlastnostmi.
Jelikozˇ sˇlo o doposud nerˇesˇenou problematiku, bylo nejdrˇı´ve nutne´ sestavit experimenta´lnı´ zarˇı´zenı´
a na´sledneˇ vypracovat metodiku meˇrˇenı´. Pro jejı´ zavedenı´ bylo potrˇeba nale´zt vhodne´ podmı´nky meˇrˇenı´.
Experimenta´lneˇ byly stanoveny za´kladnı´ opticke´ vlastnosti Rhodaminu B a Rhodaminu 6G. Na teˇchto
la´tka´ch byla take´ provedena prvnı´ meˇrˇenı´ TPA a interpretace vy´sledku˚. Vhodna´ koncentrace pro meˇrˇenı´,
tedy takova´, aby nedocha´zelo k tvorbeˇ dimeru˚ a agrega´tu˚ a za´rovenˇ, aby byl signa´l meˇrˇitelny´ a ne-
docha´zelo k saturaci vzorku, je u Rhodaminu˚ c = 1 · 10−5 mol·l−1. Pro eliminova´nı´ reabsorpce je
vhodne´ pouzˇı´vat kyvetu l = 0, 1 cm. Nakonec je potrˇeba eliminovat data, ktera´ neodpovı´dajı´ teorii TPA.
Po optimalizaci podmı´nek a vy´beˇru dat odpovı´dajı´cı´ch TPA se pomocı´ uvedeny´ch vy´pocˇtu˚ podarˇilo
zı´skat jejich TPA pru˚rˇezy. TPA pru˚rˇezy pro Rhodamin B a Rhodamin 6G vysˇly δTPE(B) = 7 ± 2 GM
a δTPE(6G) = 4 ± 1 GM. Vypocˇı´tane´ hodnoty odpovı´daly hodnota´m nalezeny´m v literaturˇe. Na´sledneˇ
byla u´speˇsˇneˇ nameˇrˇena TPA spektra Rhodaminu B a Rhodaminu 6G, ktera´ tvaroveˇ odpovı´dala spektru˚m
zı´skany´ch z literatury. Z toho lze vyvodit, zˇe jsou pouzˇite´ postupy a vy´pocˇty spra´vne´.
Da´le byla porovna´na OPA a TPA spektra Rhodaminu B a Rhodaminu 6G. Z tohoto srovna´nı´ lze pozo-
rovat, zˇe zatı´mco jednofotonoveˇ byl dovolen pouze nejnizˇsˇı´ excitovany´ stav, dvoufotonoveˇ byl dovolen
prˇedevsˇı´m vysˇsˇı´ excitovany´ stav, cozˇ se projevilo vysˇsˇı´ absorpcı´ v oblasti kratsˇı´ch vlnovy´ch de´lek nezˇ
prˇi jednofotonove´ absorpci.
Da´le byla diskutova´na struktura molekul Diketopyrrolopyrrolu˚ - U24, U37, U49 a U50 a jejich ab-
sorpcˇnı´ a emisnı´ solvatochromismus - z experimenta´lneˇ zjisˇteˇny´ch jednofotonovy´ch absorpcˇnı´ch a emis-
nı´ch spekter v rozpousˇteˇdlech o ru˚zne´ dialektricke´ konstanteˇ. Podle teorie pro kvadrupola´rnı´ mole-
kuly, by meˇly veˇtsˇı´ TPA pru˚rˇezy vykazovat symetricke´ molekuly U24 a U49, u ktery´ch se neproje-
vil posun spekter prˇi zmeˇneˇ rozpousˇteˇdla. Avsˇak pro jejich velmi slaby´ kvadrupola´rnı´ charakter se to
neprˇedpokla´da´. Intenzivneˇjsˇı´ TPA spektra by meˇly vykazovat nesymetricke´ molekuly U37 a U50, ktere´
vykazujı´ silneˇjsˇı´ pola´rnı´ charakter.
Nakonec bylo provedeno srovna´nı´ jednofotonovy´ch (OP) a TP absorpcˇnı´ch spekter. U molekul U24
a U49 byl pozorova´n mı´rny´ bathochromnı´ posun TPA spektra, ktery´ je du˚sledkem existence dvou rozdı´l-
ny´ch excitacˇnı´ch hladin pro OP a TP prˇechod. U molekul U37 a U50, nebyl, pro jejich prˇevazˇujı´cı´
dipola´rnı´ charakter, pozorova´n rozdı´l mezi OP a TP prˇechody.
Vy´sledkem pra´ce je vyvinuta´ a optimalizovana´ metoda pro meˇrˇenı´ dvoufotonovy´ch charakteristik
la´tek. Take´ se podarˇilo charakterizovat modelove´ materia´ly - Rhodamin B a Rhodamin 6G, ktere´ jsou
vhodne´ jako standardy prˇi studiu novy´ch funkcˇnı´ch materia´lu˚ pro TPA aplikace. Nakonec byly disku-
tova´ny TP vlastnosti a ocˇeka´vane´ velikosti TPA pru˚rˇezu˚ vybrane´ skupiny DPP, na jejichzˇ vy´zkum lze
nava´zat.
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Seznam pouzˇity´ch zkratek
DPPs Diketopyrrolopyrroly
ICCD Intensified Charge-Coupled Device
IR Infrared
OPA One-Photon Absorption
OPG Opticky´ Parametricky´ Genera´tor
OPM One-Photon Microscopy
TPA Two-Photon Absorption
TPEF Two-Photon Excited Fluorescence
TPM Two-Photon Microscopy
UV Ultraviolet
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